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Analytical electroimmunoassays and electroassays for 
biological recognition, which combine the proper selec- 
tivity of immunological reactions with the sensitivity of 
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paste which is used as support and transducer for the analyt- 
ical signal. Application to biomedical analysis. 

(57) Resumen 

Electroinmunoensayos analfticos y electroensayos 
dc reconocimiento biol6gico que combinan la selectividad 
propia de las reacciones inmunologicas con la sensibilidad 
de las propiedades electrodico-adsortivas de un electrodo de 
pasta de carbono que se utiliza como soporte y transductor 
de la serial analftica. Aplicaci6n en andlisis biom6dicos. 
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Electroinmunoensayos analfticos y electroensayos de reconocimiento biologico 

La invencion, que tiene aplicacidn en el campo de los analisis biom<§dicos, se 
refiere a electroinmunoensayos analfticos y electroensayos de reconocimiento 
biologico que combinan la selectividad propia de las reacciones inmunologicas 
5 con la sensibilidad de las propiedades electrddico-adsortivas de un electrodo 
de pasta de carbono que se utiliza como soporte y transductor de la senal 
analftica. Tambten se refiere a un mfito.do para incrementar la sensibilidad de 
las determinaciones para bajos niveles de concentracidn del material protSico 
que recubre al electrodo. 

10 Los electrodos de pasta de carbono modificados con enzimas han sido 
recientemente utilizados como transductores de biosensores electroquimicos 
(Domfnguez Sanchez, P., O'Sullivan, CLK., Miranda Ordieres, A.J., Tundn 
Blanco, P., Smyth, M.R., 1994, Chim. Actu. 291:349-356). 

Este material electrodico de facil elaboracidn (polvo de grafito ■+ parafina) 
15 desarrollado y experimentado por Adams y colaboradores (Adams, R.N., 
"Electrochemistry at solid electrodes", 1969, 280-283) al principio de la 
decada de los anos 60 y ampliamente utilizado desde entonces, presenta unas 
caracteristicas de adsorcidn sobre distintas sustancias organicas que hacen 
posible llevar a cabo estudios de recubrimiento de distintos materiales de 
2 0 manera fiable sobre su superficie. Estos recubrimientos traen como 
consecuencia que concentraciones bajas de las citadas sustancias organicas 
puedan ser cuantificadas con facilidad, si en su estructura existieran grupos 
electroactivos o marcas electroqufmicas capaces de ser oxidadas o reducidas 
al aplicar un potencial determinado al electrodo sobre el que se encuentran 
25 (Cortina Villar, J.V., Costa Garcia, A., Tundn Blanco, P., 1993, Tatania 
40:325-331 ), (Cortina Villar, J.V., Costa Garcia, A., Tundn Blanco, P., 1 992, 
Anal. Chim. Acta 256,231). 

En la bibliografia reciente se encuentra un gran numero de metodos ELISA que 
utilizan la- deteccion electroqufmica como fundamento de la cuantificacion 
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analftica (Thompson, R.Q. et aL, 1 993, Anal. Chim. Acta 271 :223-229); (Yu, 
Z. et a!., 1994, Journal of Pharm. and Biomc. Anal. 12:787-793); (Masson, 
M, et al., 1995, Anal. Chem. 67:1245-1267); (la Gal la Salle et al., 1995, 
Anal. Chem. 67:1245-1253) realizada con eiectrodos de carbono vitrificado 
5 que muestran las ventajas y los inconvenientes de estas inmuno- 
electrotecnologfas de reciente desarrollo. 

Asi, se ha demostrado que concentraciones del orden de 10" 21 M de IgG 
marcada con fosfatasa alcalina pueden ser detectadas amperom^tricamente 
con un electrodo de carbono en un ELISA con deteccion amperomStrica 
10 (Thompson, R.Q. et al., 1 993, Anal. Chim. Acta 271 :223-229) y otros ELISAs 
con caracterfsticas parecidas han sido puestos a punto con bajos Ifmites de 
cuantificacion para distintos analitos. 

La inmensa mayorfa de los electro-enzimo-inmunoensayos, han sido 
construidos sobre eiectrodos de carbono vitrificado y presentan el gran 
15 inconveniente de la reproducibilidad, fundamentalmente debido a la gran 
dificultad que entrana la renovacidn de la superficie electrodica de un 
electrodo de carbono vitrificado. 

Hasta la fecha no se conoce ningun ensayo inmunoelectroenzimatico que haya 
sido verificado sobre eiectrodos de pasta de carbono. 

20 Estudios realizados recientemente por los inventores, han demostrado que 
recubrimtentos de albumina biotinada, estreptavidina e inmunoglobulinas 
pueden ser llevados a cabo sobre este tipo de eiectrodos con un control 
riguroso del recubrimiento, si se encuentran convenientemente marcadas con 
marcas electroquimicas o enzimciticas. Estos resultados han hecho posible que 

25 se haya desarrollado un metodo multisensor que, apoyandose en los 
fundamentos de las t6cnicas ELISA en general y en las caracterfsticas 
adsortivas de la pasta de carbon convenientemente tratada, presente unas 
posibilidades de aplicacion tan generates como las que tienen los mismos 
metodos ELISA, pero con unas caracterfsticas analfticas muy superiores. El 
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exito radica en un estricto control de la superficie electrodica, lo cual hace que 
se utilice en cada experimento una superficie con propiedades electr6dico- 
adsortivas muy semejantes. 

De acuerdo con la invencion, podrfa disenarse un dispositivo y un metodo 
5 tanto para cuantificar biotina como para cuantificar avidina, y como la biotina 
es uno de los marcadores de haptenos y macromoteculas m2s universal, a 
traves de esta podna fijarse a la pasta de carbon cualquier molecula o 
estructura susceptible de ser marcada con biotina. 

Son, por tanto, objetivos de la invencion los electroinmunoensayos analfticos 
10 y electroensayos de reconocimiento biologico, que utilizan un electrodo de 
pasta de carbono como transductor de la senal analftica, y que tienen 
adsorbida sobre la superficie del electrodo una parte proteica necesaria para 
las interacciones bioqufmicas. 

Dichos electroinmunoensayos analfticos y electroensayos de reconocimiento 
biologico utilizan la misma superficie electrodica en cada ensayo, la cual es 
recuperable tras un conveniente tratamiento qufmico-electroqufmico, estando 
previstas pequenas partfculas de oro y partfculas coloidales de oro como 
marca necesaria para el seguimiento de la reaccidn biologica, y el empleo de 
plata como elemento sensibilizador de la serial analftica, asi como fosfatasa 
alcalina como marca enzimatica para el seguimiento de la interaccion 
biologica. 

Otro objetivo de la invencion es un metodo de limpieza y activacion de la 
superficie electrodica que comprende: 

- lavado en una disolucion acuosa, 

25 - imposicidn de un potencial positivo durante un tiempo adecuado, 

y un metodo de fijacion de la parte protefca sobre la superficie electrodica, 
una vez limpia y activada, que comprende: 

- lavado en una disolucion de pH adecuado, 

- adsorcion controlada sobre la superficie electrodica de la parte proteica. 



15 



20 
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En dicho m6todo, esta prevista la utilizacion de partfculas de oro como marcas 
electroqufmicas mediante: 

- adsorcion controlada de albumina para eliminar adsorciones inespecfficas, 

- interacci6n biologica entre la parte proteica absorbida sobre el electrodo y 

5 el analito que compite con el mismo analito adsorbido sobre partfculas de oro * 
o marcado con 6stas, 

- desarrollo de la serial analitica como consecuencia de la oxidacion de las 
particulas de oro fijadas sobre el electrodo al someterlo a un potencial positivo 
en un medio de cloruros y reducirlas seguidamente en el mismo medio al 

10 efectuar un barrido voltamperometrico hacia potenciales negativos. 

Preferiblemente, el metodo utiiiza plata para sensibilizar la serial analitica 
mediante: 

- limpieza y activacidn de la superficie electr6dica, 

- recubrimiento controlado de la parte proteica sobre la citada superficie, 
15 - eliminacion de adsorciones inespecfficas con albumina, 

- fijacidn de partfculas de oro a trav6s de la reaccion biologica sobre el 
electrodo, 

- deposicion, catalizada por las partfculas de oro, de plata metalica sobre las 
citadas particulas al introducir el electrodo en una disolucion de plata que 

20 contenga un reductor adecuado, 

- oxidacion de la plata metalica depositada en un medio de yoduro al someter 
el electrodo a un barrido de potenciales. 

Tambien preferiblemente, el metodo utiiiza fosfatasa alcalina mediante; 

- eliminacion de adsorciones inespecfficas introduciendo el electrodo en una 
25 disolucion de albumina, 

- interaccion biologica entre la parte proteica absorbida sobre el electrodo y 
el analito que compite con el mismo analito marcado con fosfatasa alcalina, 

- lavado para la eliminacion de enzimas no fijadas por la reaccion biologica, > 

- introduccitfn del electrodo en el sustrato enzimatico adecuado para el 
3 0 desarrollo de la senal voltamperometrica. 
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Los electroinmunoensayos analiticos y electroensayos de reconocimiento 
biolbgico segun la invencion podrian utilizar otros electrodos o 
ultramicroelectrodos como transductores de la senal analitica, asi como 
emplear otros medios complejantes o precipitantes, como por ejemplo el 
5 yoduro, que se utilicen como medio sensibilizador en la oxidacion de la plata. 

Los electroinmunoensayos analiticos y electroensayos de reconocimiento 
biol6gico de la invencion serfan utilizables para la cuantificacion de antigenos, 
haptenos y anticuerpos. 

Un primer ejemplo de forma de realizacion de la invencion comprende un 
10 electrode de pasta de carbono que actua como transductor de la senal 
analitica y una parte prot^ica adsorbida sobre la pasta que actua como sede 
de las interacciones bioquimicas. 

La diferencia basica en relaci6n con un biosensor tipico consiste en que 
despues de cada experiencia ser£ necesario limpiar la superficie electrodica 
15 y renovar la capa proteica. 

El transductor consiste en un electrodo de pasta de carbono, cuyo esquema 
basico se puede observar en los ejemplos ilustrados en las adjuntas Figuras 
1y2. 

La pasta de carbono se prepara, por ejemplo, mezclando en un mortero 5 
20 gramos de polvo de grafito y 1 ,8 ml de parafina, que se situa en un vaciado 
inferior de un cilindro de teflon 1 que en su interior contiene una varilla de un 
metal conductor 2 que hace de contacto electrico entre la pasta de carbono 
3 y el instrumento de medida (por ejemplo, un potenciostato) no representado. 



25 



Una vez introducida la pasta de carbono 3 en el vaciado inferior del cilindro 
de teflon 1, se pule la superficie exterior de esta sobre una hoja de papel y, 
a continuacion, se somete al siguiente pretratamiento electrodico: 
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Se introduce el electrodo en una disolucidn de NH 3 1.0 M, se agita esta 
disolucidn y se le impone at electrodo un potencial de +1.00 V durante un 
tiempo de 120 segundos. 

Este pretratamiento electrddico previo a cualquier determinacidn o ensayo se 
5 hace totalmente imprescindible. Es el que hace que se trabaje siempre con una 
superficie electrddica de caracterfsticas semejantes y que se consigan 
reproducibiiidades superiores al 96%. 

El recubrimiento de la parte proteica se describe con referencia a la Figura 1 . 

Una vez pretratada la superficie electrddica de la pasta de carbono 3, se lava 
10 esta en una disolucion tampon de fosfato de pH 8.0 y seguidamente se 
introduce el electrodo en otra disolucidn tampdn de fosfato de pH 8.0 que es 
a la vez 10" 4 M en estreptavidina y se mantiene 5 minutos en esta disolucion 
de estreptavidina, la cual se esta agitando ligeramente. De esta manera se fija 
sobre la superficie de pasta de carbono 3 una capa de moldculas de 
15 estreptavidina 5. 

A continuacidn, para evitar riesgos de adsorciones inespecfficas, el electrodo, 
una vez modificada su superficie con estreptavidina, se introduce 5 minutos 
en otra disolucidn tampdn de pH 8.0 con un 1% de albumina. De esta 
manera, moleculas de albumina 4 se fijan tambidn en la superficie electrddica 
20 y bloquean los centros de adsorciones inespecfficas. 

El electrodo asf modif icado, se convierte en un biosensor que se puede aplicar 
tanto a la cuantificacidn de biotina como a la cuantificacidn de avidina de una 
muestra desconocida. 

Para el caso de cuantificaciones de biotina, el electrodo asf preparado se 
25 introducirfa en la muestra desconocida de biotina de un pH 8.0 durante un 
tiempo de incubacidn de 60 minutos en el cual las moleculas de biotina se 
unirfan a una parte de las moleculas de estreptavidina adsorbidas sobre el 
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electrodo (siempre en exceso). Se extrae el electrode de esta primera 
incubacion y se introduce en otra disolucidn tampdn de pH 8.0 que contiene 
albumina biotinada adsorbida sobre particulas de oro coloidal o marcada con 
pequefias particulas de oro, y se mantiene en esta disolucidn durante otros 60 
5 minutos con el fin de que las moleculas de estreptavidina que habfan quedado 
sin reaccionar con las moleculas de biotina de la muestra reaccionen ahora 
con las moleculas de biotina adsorbidas sobre las particulas de oro coloidal. 

Finalizado este segundo periodo de incubacion, se extrae el electrodo y se 
lleva a la celda de cuantificacidn que contiene una disolucidn de HCI 0.1 M 

10 ademas de un electrodo auxiliar de piatino y un electrodo de referencia de 
Ag/AgCI saturado. En este medio se provocan los procesos electrddicos que 
se describircin mas adelante para el oro coloidal, de tal manera que la senal 
registrada dependera directamente del numero de particulas de oro coloidal 
biotinado 6 unido a la superficie electrodica a traves de las interacciones 

15 estreptavidina-biotina-oro coloidal. Por lo tanto, la serial analftica estarS 
inversamente relacionada con la concentracidn de biotina en la muestra. 

Con esta metodologia se consigue cuantificar muestras de biotina con 
concentraciones comprendidas entre 1 0* 9 M y 10~ 6 M. 

Si se quisiera cuantificar avidina con este mismo diseno, habrfa que hacer 
20 competir la estreptavidina adsorbida sobre el electrodo con la avidina de la 
muestra en disolucidn, por una misma concentracidn de albumina biotinada 
adsorbida sobre oro coloidal tambien en disolucidn. A medida que hubiera 
menos concentracidn de avidina en la muestra, mayor numero de particulas 
de oro coloidal biotinado podrfan unirse a la superficie electrddica modificada 
25 con estreptavidina. Por tanto, tambien en este caso la senal analftica estaria 
en relacidn inversa a la concentracidn de analito en la muestra, en este caso 
avidina. 

Haciendo referencia al esquema de la Figura 2, la metodologia seriasemejante 
a la deserita para el esquema de la Figura 1, pero ahora el recubrimiento 
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proteico que se adsorbena sobre la pasta de carbono previamente activada 3 
serfa albumina biotinada 4' y albtfmina 4. La concentracion utilizada de 
albumina biotinada serfa de 10' 4 M y, como en el esquema de la Figura 1, 
tambien se podn'a utilizar para cuantificar tanto biotina como avidina. Sin 
5 embargo, en este caso se utilizana estreptavidina adsorbida sobre oro coloidal 
6' para obtener la serial analftica. 

Los Ifmites de cuantif icacion y los rangos dinamicos lineales se asemejan a los 
encontrados para el esquema de la Figura 1. 

La marca electroqufmica es oro coloidal. Esta marca se utiliza por primera vez 
10 como fundamento de la serial voltamperom^trica para el seguimiento de esta 
interaction. El control de biotina o de avidina ser£ llevado a cabo de forma 
indirecta a traves del proceso de oxidaci6n-reduccion del oro coloidal, que 
consiste en lo siguiente: 

El oro coloidal adsorbido a traves de la interaccion queda perfectamente 
15 adherido a la superficie de pasta de carbono, ya que una agitacion mecanica 
de la disolucidn de 2000 rpm es incapaz de desprender partfcula alguna de oro 
coloidal del electrodo. 

El desarrollo de la serial analftica tiene como fundamento los siguientes 
procesos eiectr6dicos: 

20 1°,- Au co[oid(ads) + 4CI-- 3e- > AuCI 4(ads) 

2°.- AuCI 4(ads} + 3e' — - > Au + 4Cf 

El primer proceso se provoca al someter el electrodo a un potencial de + 1 .25 
V en relacion con un electrodo de ref erencia de Ag/AgCI saturado con KCI, en 
un medio de HCI 0.1 M, 

25 El segundo proceso es el que da lugar a la senal analftica, Una vez verificado 
el primer proceso, se somete el mismo electrodo a un barrido de potenciales 
desde + 1 .25 V hacia potenciales menos positivos en el que aparece un pico 
voltamperom6trico alrededor de +0.43 V como consecuencia de 
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la reduccion de AuCI 4 adsorbido. 

De acuerdo con la invencion y como otro objetivo, se ha desarrollado 
asimismo una sensibilizacion de la metodologfa seguida, con la finalidad de 
alcanzar niveles de concentraci6n de biotina o avidina m£s bajos, la cual se 
5 basa en el hecho conocido y aplicado en microscopfa (Dandcher, G., 
Worgaard, J.O.R., Histochem J., 1 983, Cytochem, 31 :1 394-1 398I de que las 
partfculas de oro pueden aumentar de tamano depositando sobre ellas plata 
metalica. Esto tambien se puede hacer dentro del metodo de la invencic5n, con 
la ventaja de que cuantificar Ag sobre un electrodo sdlido es mucho mas f acil 
10 que cuantificar oro. 

Consiste en oxidar la plata depositada en presencia de un agente complejante 
o precipitante de la plata. 

La metodologfa consta de las siguientes fases: 

1. Limpieza y activacion de la superficie electr6dica. Ello supone la 
15 regeneracion del electrodo al aplicar en un medio neutro potenciales positivos. 

2. Recubrimiento controlado de la parte proteica sobre la superficie 
electrodica, que consiste en adsorber sobre dicha superficie la proteina 
necesaria para la interaccion biologica. 

3. Eliminaci6n de adsorciones inespecificas/lo que se consigue introduciendo 
20 el electrodo en una disoluci6n de albumina, 

4. Fijaci6n de partfculas de oro, lo que tiene lugar a traves de la reaccion 
biologica entre la parte proteica fijada en el electrodo y el analito fijado o 
marcado con las partfculas de oro. 

5. Deposicion de plata metalica catalizada por las partfculas de oro. Se 
25 consigue introduciendo el electrodo que tiene ya adsorbidas sobre su 

superficie las partfculas de oro en una disolucion de plata y un reductor, 
normalmente hidroquinina, lo cual hace que las partfculas de oro se vayan 
rodeando de plata metSlica. 

6. Consecucion de la senal analftica. Esta se consigue oxidando la plata 
30 metalica depositada sobre las partfculas de oro al introducir el electrodo en 
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una disolucion de yoduro potasico y hacer un barrido voltamperometrico hacia 
potenciales positivos, 

En presencia de I se obtiene un proceso de oxidaci6n a un potencial de -0.23 
V frente a un electrodo de referenda Ag/AgCI electroquimicamente reversible. 

5 Ag° + I' - 1e" > Agl E- -0.23 

Tambi6n se puede asegurar que sobre este transductor de pasta de carbono 
los disenos de electro-inmunosensores enzimSticos tipo sandwich funcionan 
con las mismas prestaciones en cuanto a reproducibilidad que los biosensores 
biotina/avidina. 

10 Partiendo de un diseno convencional de electroinmunoanSlisis enzimatico, 
diseno que no es nuevo en su conjunto, y utilizando la pasta de carbono como 
transductor del inmunosensor, la reproducibilidad que se obtiene esta por 
encima del 96% haciendo que este diseno tenga utilidad analftica en cuanto 
a sus aplicaciones. 

15 Se han conseguido asimismo recubrimientos de inmunoglobulinas marcadas 
con fosfatasa alcalina como enzima y la reproducibilidad se alcanza cuando 
el electrodo se pretrata de la siguiente manera: 

Si se utiliza por primera vez el electrodo, se somete su superficie a un 
potencial de +1,6 V durante 1 0 minutos en un tampon de fosfato de pH 9. 
20 Este paso se hace solamente una vez. Y luego como pretratamiento que se 
repite para cada ensayo se hace lo siguiente: 
1°) Lavado durante 2 minutos en NaOH 0.1 M con agitaci6n. 
2°) Imposicion de un potencial de +1.5V durante 5 minutos en un tamp6n 
de fosfato de pH 9. 

25 Este pretatamiento electr6dico hace que la misma superficie de pasta de 
carbono se pueda utilizar en sucesivos ensayos con semejantes propiedades 
electrodico-adsortivas, y estos ensayos comprenden las siguientes etapas: 
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A) Recubrimiento controlado de la parte prot6ica sobre la superficie 
electrddica, que consiste en adsorber sobre dicha superficie la proteina 
necesaria para la interaccidn biologica. 

B) Eliminacion de adsorciones inespecfficas que se consigue introduciendo el 
5 electrodo en una disolucidn de albumina. 

C) Fijacidn de fosfatasa alcalina como consecuencia de la reaccidn biologica 
entre el recubrimiento de la parte proteica y el analito marcado con la citada 
enzima. 

D) Introduccion del electrodo en una disoluci6n acuosa de pH neutro con el 
10 fin de eliminar las enzimas no fijadas por la interacci6n biologica. 

E) Introduccion del electrodo en el que se ha inmovilizado la marca enzimStica 
en sustratos tales como el naftilfosfato, que desarrollan una senal 
voltamperometrica adecuada al efectuar sobre el electrodo un barrido de 
potenciales hacia potenciales positivos, 

15 La instrumentacidn bSsica para poner en practica la presente invencidn 
consistiria, por ejemplo, en una celda electrolitica para tres electrodos (de 
trabajo, auxiliar y de referencia) y un potenciostato mas un generador de 
ondas o un polar6grafo. 

Una electroinmunotecnologia de acuerdo con la invencidn vendrfa a competir 
20 con las inmunotecnoiogias conocidas, tales como RIA, EMIT, ELISA, etc., de 
las que la mas representative y mas frecuentemente utilizada en la actualidad 
seria la ELISA, tScnica frente a la cual la electroinmunotecnologia de la 
invenci6n presenta, entre otras, las siguientes ventajas: 

- Mas rapida que la t^cnica ELISA: desde la preparacidn del electrodo hasta 
25 la obtenci6n de la serial analftica el tiempo transcurrido serfa aproximadamente 

de 2 horas y 15 minutos. Un ELISA necesitana desde la preparacidn de las 
placas de incubacion hasta la obtencidn de la serial analftica tiempos siempre 
superiores a 24 horas. 

- MSs econdmica: el material electrddico es un material relativamente muy 
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barato, y un mismo electrodo puede servir para mas de 20 anSlisis 
aproximadamente. 

- Puede llegar a ser tan sensible como los m^todos ELISA, con posibilidades 
intrmsecas que una vez desarrolladas van a permitir una mayor sensibilidad 

5 que los citados ELISAs. 

- Presenta rangos dincimicos lineales mayores; en el caso de biotina, el 
intervalo de concentraciones puede oscilar entre 10' 9 M y 10* 6 M. 

- El porcentaje de dispersion de datos es siempre inferior al 4%, mientras que 
los porcentajes de los m^todos ELISA estan siempre por encima del 8%, 

10 debido fundamentalmente a que cada ensayo se hace en un pocillo diferente 
y al numero de lavados necesarios. 

- Es una tecnologfa f^cilmente automatizable y que se puede miniaturizar con 
el uso de ultramicroeiectrodos para la utilizacion de microvolumenes. 

- La instrumentacion necesaria para el desarrollo de la serial analitica es una 
15 instrumentacion relativamente barata (potenciostato). 
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REIVINDICACIONES 

1.- Electroinmunoensayos analiticos y electroensayos de reconocimiento 
biologico, que utilizan un electrodo de pasta de carbono como transductor de 
la serial analttica. 

5 2.- Electroinmunoensayos analiticos y electroensayos de reconocimiento 
biologico, que tienen adsorbida sobre la superficie del electrodo una parte 
proteica necesaria para las interacciones bioquimicas. 

3. - Electroinmunoensayos analiticos y electroensayos de reconocimiento 
biologico, segun las reivindicaciones anteriores, que utilizan la misma 

10 superficie electr6dica en cada ensayo, la cual es recuperable tras un 
conveniente tratamiento quimico-electroquimico. 

4. - Electroinmunoensayos analfticos y electroensayos de reconocimiento 
biol6gico ( segun las reivindicaciones anteriores, que utilizan pequenas 
particulas de oro y particulas coioidales de oro como marca necesaria para el 

15 seguimiento de la reaccidn biologica. 

5. - Electroinmunoensayos analiticos y electroensayos de reconocimiento 
biologico, segun las reivindicaciones anteriores, que utilizan plata como 
elemento sensibilizador de la senal analftica. 

6. - Electroinmunoensayos analfticos y electroensayos de reconocimiento, 
20 segun las reivindicaciones anteriores, que utilizan fosfatasa alcalina como 

marca enzimcitica para el seguimiento de la interaccion biol6gica. 

7. - Un metodo de limpieza y activacion de la superficie electrodica que 
comprende: 

- lavado en una disolucion acuosa, 
25 - imposicion de un potencial positivo durante un tiempo adecuado. 
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8.- Un metodo de fijacion de la parte proteica sobre la superficie electrodica 
una vez limpia y activada, segun la reivindicacion anterior, que comprende: 

- lavado en una disolucion de pH adecuado, 

- adsorcion controlada sobre la superficie electrodica de la parte proteica. 

5 9.- Un metodo, segun la reivindicacion anterior, que utiliza partfculas de oro 
como marcas electroquimicas, segiin la reivindicacion 4, y que comprende: 

- adsorcitfn controlada de albumina para eliminar adsorciones inespecfficas, 

- interaccion biologica entre la parte proteica absorbida sobre el electrodo y 
el analito que compite con el mismo analito adsorbido sobre particulas de oro 

10 o marcado con estas, 

- desarrollo de la senal analftica como consecuencia de la oxidacion de las 
particulas de oro fijadas sobre el electrodo, al someterlo a un potencial 
positivo en un medio de cloruros, y reducirlas seguidamente en el mismo 
medio al efectuar un barrido voltamperom6trico hacia potenciales negativos. 

15 10.- Un metodo que utiliza plata para sensibilizer la serial analftica, segun la 
reivindicaci6n 5, y que comprende: 

- limpieza y activacion de la superficie electrodica, 

- recubrimiento controlado de la parte proteica sobre la citada superficie, 

- eliminacion de adsorciones inespecfficas con albumina, 

20 - fijacion de partfculas de oro a traves de la reaccion bio!6gica sobre el 
electrodo, 

- deposicion, catalizada por las partfculas de oro, de plata metalica sobre las 
citadas particulas al introducir el electrodo en una disoluci6n de plata que 
contenga un reductor adecuado, 

25 - oxidacion de la plata metalica depositada en un medio de yoduro al someter 
el electrodo a un barrido de potenciales. 

11.- Un metodo, segun la reivindicacion 8, que utiliza fosfatasa alcalina, 
segun la reivindicacion 6, y que comprende: 

- eliminacion de adsorciones inespecfficas introduciendo el electrodo en una 
30 disolucion de albumina, 
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- interaction biol6gica entre la parte proteica absorbida sobre el eiectrodo y 
el analito que compite con el mismo analito marcado con fosfatasa alcalina, 

- lavado para la eliminacion de enzimas no fijadas por la reaccitfn bioldgica, 

- introduccion del eiectrodo en el sustrato enzim^tico adecuado para el 
5 desarrollo de la serial voltamperom^trica, 

12. - Electroinmunoensayos analfticos y electroensayos de reconocimiento 
biologico, segun las reivindicaciones 2 a 11, que utilizan otros electrodos o 
ultramicroelectrodos como transductores de la senal analftica. 

13. - Electroinmunoensayos analfticos y electroensayos de reconocimiento 
10 biologico, segun la reivindicacion 10, empleando otros medios complejantes 

o precipitantes, como por ejemplo el yoduro, que se utilicen como medio 
sensibilizador en la oxidaci6n de la plata. 

14. - Uso de los electroinmunoensayos analfticos y electroensayos de 
reconocimiento biologico, segun las reivindicaciones 4 a 6, para la 

15 cuantificaci6n de antfgenos, haptenos y anticuerpos. 
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